






























BSA Bovine serum albumen 
cDNA Complementary DNA 
DEPC Diethyl pyrocarbonate 
Der Dermis 
DNA Deoxyribonucleic acid 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 
EDTA Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
Epi Epidermis 
FBS Fetal bovine serum 
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
HDC Histidine decarboxylase 
HE Hematoxylin-eosin 
HIF Hypoxia-inducible factor 
ICP-MS Inductively coupled plasma mass spectrometry 
Ig Immunoglobulin 
IL Interleukin 
KC Keratinocyte chemoattractant 
LPS Lipopolysaccharide 
MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1 
MEMα Minimum essential medium alpha medium 
MIP Macrophage inflammatory protein 
mRNA Messenger RNA 
Ni-Ti Nitinol 
PCR Polymerase chain reaction 
PBS Phosphate-buffered saline 
PFA Paraformaldehyde 
RNA Ribonucleic acid 
RPMI Roswell park memorial institute medium 
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ことができない、Macbook Pro や iPhone といった最新の製品にも Ni が含有されてお
り、これらの製品から Ni が溶出する可能性も報告されている (8,9)。また、⽇日⽤用品だ
けでなく近年の医学、⼯工学の両分野における技術発展により、機能が低下した器官の代
替として使⽤用される、⼈人⼯工関節、ステント、ペースメーカーなどの⾦金属系⽣生体材料の多
くにも Ni が含有されている。これらの医療機器を Ni に感作されている患者の体内に
適⽤用した場合に重篤なアレルギー、炎症が⽣生じる場合があることが指摘されている 

















究室ではマウス背部⽪皮下に Ni 線を埋⼊入する、マウス Ni 線埋⼊入モデルを作製した。こ
のモデルにより、lipopolysaccharide (LPS) 刺激による急性炎症反応により Ni 線からの 
Ni 溶出量が増⼤大することが明らかにされている (20)。さらに、Ni 線のみでも強度の炎
症が誘発され、Ni 誘発性の急性炎症によっても Ni 溶出がさらに増⼤大することも明ら















⾼高い⾦金属の⼀一種であるパラジウム (Pd) による感作に H1 受容体を介して関与するこ
とが明らかにされた (24,25)。⼀一⽅方で、ヒスタミンは、マスト細胞や好塩基球の脱顆粒
反応だけでなく、炎症部位において発現が増強されるヒスチジン脱炭酸酵素 (HDC) に
より供給される (26)。HDC はマクロファージ (26,27)、好中球 (28)、T 細胞 (29)、⾎血







   当研究室の先⾏行研究より、マウスに Ni 線を埋⼊入すると、4 時間後に HDC 発現量が
増加し、8 時間後の⾎血管透過性亢進にヒスタミンが H1 受容体を介して寄与すること
が明らかにされている (34)。⼀一⽅方で、Ni 線をマウスに埋⼊入すると、急性期だけでなく
慢性期においても Ni 線周囲組織における HDC の発現が維持されているが、慢性期の 




では、Ni 線から溶出した Ni イオン誘発性の炎症応答に対するヒスタミンの関与なら
びにヒスタミン産⽣生細胞について明らかにするために、HDC ⽋欠損マウス、H1 受容体
⽋欠損マウス、H2 受容体⽋欠損マウスならびにマスト細胞⽋欠損マウスをにおいてマウス 
Ni 線誘発炎症を誘発し、炎症反応を⽐比較検討した。  
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2.   実験材料及び試薬の調製 
2-1.   実験動物	 
C57BL/6 wild type (WT) マウス ⽇日本エスエルシー株式会社 
WBB6F1/Kit (WBB6F1-+/+) マウス ⽇日本エスエルシー株式会社 
WBB6F1/Kit-Kitw /Kitw-v (WBB6F1-W/Wv) マウス ⽇日本エスエルシー株式会社 
C57BL/6 HDC -/- マウス 東北⼤大学   ⼤大津 浩教授から供与 
C57BL/6 H1R KO マウス 東北⼤大学   ⾕谷内 ⼀一彦教授から供与 
C57BL/6 H2R KO マウス 東北⼤大学   ⾕谷内 ⼀一彦教授から供与 
 
2-2.   細胞  
RAW264 細胞 独⽴立⾏行政法⼈人理化学研究所 
U937 細胞 ATCC 
 
2-3.   ⾦金属  
Al wire (直径 0.8 mm, 99.99%) ニラコ 
Fe wire (直径 0.8 mm, 99.5%) ニラコ 
Ti wire (直径 0.8 mm, 99.5%) ニラコ 
SUS316L wire (直径 1 mm, Cr 16-18%, Ni 10-14%, Mn < 2%, 
Si < 1%, Mo 2 - 3%, Fe Balance) 
ニラコ 
Ni wire (直径 0.8 mm, 純度 99.98%) ニラコ 
Ni-Ti wire (直径 1 mm)、Ni 50-60%、Ti 40-50% ニラコ 
 
2-4.   薬物 
Nickel (II) chloride hexahydrate (NiCl2・6H2O) 和光純薬⼯工業株式会社 
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2-5.   試薬 
Acetic acid 和光純薬⼯工業株式会社 
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol  和光純薬⼯工業株式会社 
Bovin serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich 
Chloroform 和光純薬⼯工業株式会社 
Diethyl pyrocarbonate (DEPC) Sigma-Aldrich 
Disodium hydrogen phosphate 12-water (Na2HPO4・12H2O) 和光純薬⼯工業株式会社 
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) ⽇日⽔水製薬株式会社 
Ethanol 和光純薬⼯工業株式会社 
Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, dipottasium 
salt, dihydrate (EDTA・2K・2H2O) 
 
 同仁化学研究所 




Fetal bovine serum (FBS) Biowest 
L (+)-Glutamine 和光純薬⼯工業株式会社 
Lipopolysaccharide 和光純薬⼯工業株式会社 
Hydrochloric acid (HCl) 和光純薬⼯工業株式会社 
Isoflurane DS ファーマアニマルヘル
スケア 
Lipopolysaccharide (LPS) 和光純薬⼯工業株式会社 
Minimum essential medium alpha medium (MEMα) Invitrogen 
Ni standard solution (Ni 100 ppm) 和光純薬⼯工業株式会社 
O.C.T. compound Sakura Finetek USA 
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Paraformaldehyde 和光純薬⼯工業株式会社 
Penicillin G potassium 明治製菓株式会社 
Perchloric acid (HClO4) 和光純薬⼯工業株式会社 
PermaFluorTM aqueous mounting medium Thermo SCIENTIFIC 
Phosphoric acid (H3PO4) 和光純薬⼯工業株式会社 
Potassium chloride (KCl) 和光純薬⼯工業株式会社 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 和光純薬⼯工業株式会社 
2-Propanol 和光純薬⼯工業株式会社 
RNAiso Plus タカラバイオ株式会社 
RPMI1640培地 ⽇日⽔水製薬株式会社 
Sodium chloride (NaCl) 和光純薬⼯工業株式会社 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 和光純薬⼯工業株式会社 
Sodium hydroxide (NaOH) 和光純薬⼯工業株式会社 
Sodium iodide 和光純薬⼯工業株式会社 
Streptomycin sulfate 明治製菓株式会社 
Toluidine blue O WALDECK 
2.5% Trypsin Invitrogen 
Xylene 和光純薬⼯工業株式会社 
 



















































2-7.   抗体 
Anti-Human/Mouse CD11b FITC (clone: M1/70) Tonbo Biosciences 
Anti-Mouse Ly6GPerCP-Cy5.5 (clone: 1A8) Tonbo Biosciences 
InvivoMAb anti m Ly6G (clone: 1A8) BioXCell 




2-8.   キット 
Histamine EIA Kit Bertin Pharma 
Murine MIP-2 ELISA Development Kit PEPROTECH 
Mouse CCL2/JE/MCP-1 DuoSet ELISA R & D Systems 
Human IL-8 ELISA Ready-SET-Go! Kit eBioscience 
Clodronate-liposome (Clophosome-A, Combo Kit) FormuMax 
RNAiso Plus タカラバイオ株式会社 
PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) タカラバイオ株式会社 
SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus), Bulk タカラバイオ株式会社 
10 × RBC Lysis Buffer (Multi-species) eBioscience 
 
 
2-9.   試薬の調製 
2-9-1.   細胞関連試薬の調製  
・Phosphate-buffered saline (PBS) (10 ×) 
NaCl 40 g 
KCl 1 g 
Na2HPO4・12H2O 14.5 g 
KH2PO4 1 g 
MilliQ water 500 mL 
5 M NaOH ⽔水溶液を⽤用いて pH 7.4 に調整した後、121°C で 15 分間、⾼高圧蒸気滅菌





・MEMα (pH 7.0) 
MEMα  5.085 g 
NaHCO3  9 mg 
Penicillin G potassium  9 mg 
Streptomycin sulfate  25 mg 
MilliQ  500 mL 




DMEM  4.75 g 
NaHCO3  0.75 g 
L-Glutamine  0.292 g 
Penicillin G potassium  9 mg 
Streptomycin sulfate  25 mg 
MilliQ  500 mL 
   DMEM を MilliQ water に溶解した後、⾼高圧蒸気滅菌 (121℃、15 分間) し、他の試
薬を加えて pore size 0.22 µm の membrane filter (Millipore) で濾過滅菌した。 
 
・	 RPMI1640 
RPMI1640  5.6 g 
NaHCO3  1.8 g 
L-Glutamine  0.292 g 
Penicillin G potassium  9 mg 
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Streptomycin sulfate  25 mg 
MilliQ water  500 mL 
   RPMI1640 を MilliQ water に溶解した後、⾼高圧蒸気滅菌 (121℃、15 分間) し、他の
試薬を加えて pore size 0.22 µm の membrane filter (Millipore) で濾過滅菌した。 
 
・	 100 × EDTA (pH 7.4) 
EDTA・2Na  2.0 g 
MilliQ water   
Total  100 mL 
   調整後、121℃ で 15分間、⾼高圧蒸気滅菌処理した。 
 
・	 0.25% Trypsin-EDTA 
2.5% Trypsin  5.0 mL 
2% EDTA  0.5 mL 
PBS   
Total  50 mL 
・FBS 
   56℃で 30 分間⾮非働化処理を⾏行った後、4℃、1000 × g で 20 分間遠⼼心し、その上清
を⽤用いた。 
 
2-9-2.   ⼀一般組織染⾊色⽤用試薬の調製	 
・20 % Paraformaldehyde 
Paraformaldehyde  20 g 
10 × PBS  10 mL 
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milliQ   
Total 100.0 mL 
   MilliQ water に溶解し 5 M NaOH ⽔水溶液を⽤用いて pH 7.2 に調整後 10 × PBSを加え
た。MilliQ water で 4% に希釈後、使⽤用した。 
 
2-9-3.   Quantitative real-time PCR 関連試薬の調製 
・DEPC 処理⽔水 
DEPC 1 mL 
MilliQ water 1 L 




Ethanol 30 mL 
DEPC 処理⽔水 10 mL 
 
・1 M Tris HCl buffer (pH 8.0) 
Tris 6.06 g 
i.e. water 50 mL 
   5 M HCl ⽔水溶液を⽤用いて pH 8.0 に調整した。 
 
・0.5 M EDTA (pH 8.0) 
EDTA・2Na・2H2O 9.31 g 
i.e. water 50 mL 
   5 M NaOH ⽔水溶液を⽤用いて pH 8.0 に調整した。 
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・100 mM Tris, 10 mM EDTA (10 × TE, pH 8.0) 
1 M Tris HCl buffer (pH 8.0) 10 mL 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 mL 
i.e. water 88 mL 
   調製後、121°C で 15 分間、⾼高圧蒸気滅菌処理した。 
 
・1 × TE (pH 8.0) 
10 × TE 10 mL 
i.e. water 90 mL 
 
・Quantitative real-time PCR 反応溶液 
SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH 
Plus) 
12.5 µL 
PCR forward primer (10 µM) 1.0 µL 
PCR reverse primer (10 µM) 1.0 µL 
MilliQ water 8.5 µL 
   プライマーは 1 × TE で溶解したものを使⽤用した。 
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3.   実験⽅方法 
3-1.   マウス⾦金属線誘発炎症モデル  
3-1-1.   マウスの飼育及び⾦金属線埋⼊入  
   マウスの飼育及び実験は、「国⽴立⼤大学法⼈人東北⼤大学における動物実験に関する規定」
に基づき、東北⼤大学動物実験専⾨門委員会での承認を得て⾏行った。 
   イソフルラン⿇麻酔下で背部の⽑毛を剃ったマウス (18-24 g) の背部⽪皮下に、 予め 70% 
ethanol で消毒した移植針 (13 G, 夏⽬目製作所) を⽤用いて、⾦金属線 (直径 0.8-1.0 mm, ⻑⾧長




   3-1-1 の処置を⾏行い 0、24 および 72 時間後に、イソフルラン⿇麻酔下でマウスを脱⾎血
死させ、⾦金属線埋⼊入周囲の背部⽪皮膚組織を摘出した。その際、背部の⽪皮膚を切り開き、









   3-1-3 の操作は全てドラフト内で⾏行った。卓上 IH ヒーターに深さ 1 ~ 2 cm 程の⽔水
を張った⾦金属トレーを置き、⽔水温が約 40°Cになるまで加温した。ポリプロピレン製の
マルエム容器 (14 mL, アズワン株式会社) に⽪皮膚試料を⼊入れ、⾦金属トレー中で容器が転
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倒しないように作製した発泡スチロール製の『固定板』にマルエム容器を設置後、マル
エム容器を固定板ごとトレー中へ移動させた。ディスポーザブル 10 mL ピペットを⽤用
いて 69% 硝酸 (ウルトラピュア、関東化学)を 3 mL ⼊入れたマルエム容器は、容器の破
裂を防ぐためにフタを軽く乗せて約 20 分間加温した。⽪皮膚試料が完全に溶解した後に
容器を固定板ごと氷上に移し、過酸化⽔水素 (30%, 三徳化学⼯工業株式会社) を 300 µL ゆ
っくりと加え、再び容器をトレー上に移して、突沸に気をつけながら低温からゆっくり
と 20 ~ 30 分間加温した。この時、溶液から沸々と気泡が上り、液体の透明度が⾼高まる





   3-1-2 で得られた⾎血液試料は⼀一晩冷蔵保存した後、1,200 × g, 30 min, 4°C で遠⼼心し、
その上清 150 µL ~ 200 µL を新しいマイクロチューブに回収した。 その⾎血清試料は 15 
mL 遠沈管内にて 5% 硝酸で 15 ~ 20 倍希釈し (希釈後 3 mL となるように調製)、 




3-1-5. 試料中   Ni   濃度の測定 
   3-1-3, 及び 3-1-4 の処理を⾏行った試料溶液について、誘導結合プラズマ質量分析装置 
(ICP-MS, Agilent 7500 Series) により Ni イオン濃度を測定した。定量分析には検量線を
⽤用いた。また、検量線試料には前処理で使⽤用した硝酸からの影響を極⼒力抑制するため、
分析試料と同程度の濃度となるように硝酸を添加した純⽔水を⽤用いた。検量線作成には 
Ni 標準液 (和光純薬) を⽤用い、検量線の濃度は、0.1, 1, 10, 100, 1,000 ppbとした。また、
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ウルトラロバスト (低) モードおよび He ガスリアクションモードの測定値を採⽤用し




ム (Control-A) とクロドロネートリポソーム (Clodronate-A) 7 mg/mL を 52.5 mg/kg と






3-3. Ly6G 抗体を⽤用いた好中球除去法 
   イソフルラン⿇麻酔下で背部の⽑毛を剃ったマウスに、室温にした Control IgG と Ly6G 
抗体を 250 µg/mL となるように濾過滅菌した PBS に希釈し腹腔内に 2 mL 投与した。





3-4.   Flow cytometry 
3-4-1.   サンプル調製 
   両端を切断した脛⾻骨に 500 µL の 0.25% BSA-PBS を 27G 注射針を⽤用いて注⼊入し、
⾻骨髄細胞を回収した。回収した⾻骨髄細胞を 300 × g で 5 分間遠⼼心し、0.25% BSA-PBS 
で懸濁した。末梢⾎血については、100 mg/mL の EDTA・2K を 10 µL を⼊入れたチュー
 17 
ブに回収した。このように回収した⾻骨髄細胞及び末梢⾎血に⼀一次抗体を加え、遮光条件下
で 30 分間インキュベートした。その後、1 × RBC lysis buffer を加えて混和後、遮光条




3-4-2.   測定及び解析 
   FACSCalibur (Becton Dickinson) を⽤用いて測定した。Total count は 30000 で⾏行った。





   3-1-2 に従い⾦金属線周囲組織を採取した。採取した組織は四⾓角形になるように切り出
し、病理組織検体収納袋 (栄研化学株式会社) に伸ばして⼊入れ、液体窒素で凍結した。
凍結した⽪皮膚は病理組織検体収納袋から取り出し、液体窒素の気相で凍結を保持した。
予め円柱型にしておいたアルミ箔に O.C.T. Compound を⼊入れ、液体窒素で凍結させ、
O.C.T. Compound が凍結し始めたところで、採取した組織を包埋した。これを液体窒素




   クライオスタット	 (Leica CM1510S)	 を⽤用い、フェザーの替刃式ミクロトーム刃を使
⽤用した。まず⾯面出しをミクロン⽬目盛 30 µm に合わせて⾏行った。組織⽚片の表⾯面が露出し




に dako pen を⽤用いて周りを囲んだ。ここに、 4% PFA を切⽚片が覆われる程度滴下し、
室温で 15 分間固定した。その後、PBS で 3 回洗浄し、切⽚片を hematoxylin 溶液及び
eosin 溶液または toluidine blue 溶液に浸漬し、染⾊色した。染⾊色時間は組織の染⾊色状態を
染⾊色溶液の成熟度や組織固定状態に合わせて確認しながら⾏行った。染⾊色後、10 µL 
PermaFluorTM Aqueous Mounting Medium を⽤用いて、カバーガラスを被せ、カバーガラス
周囲をマニキュアで封⼊入した。Hematoxylin-eosin (HE) 染⾊色後の切⽚片を顕微鏡下で観察
し、Ni 線埋⼊入周囲組織における 100 µm × 100 µm (10000 µm2) のエリアをランダムに 




3-6.   細胞 
3-6-1. ⾻骨髄由来マクロファージ 
   マウスの⼤大腿⾻骨及び脛⾻骨を採取した。⾻骨の表⾯面を滅菌したのち、⾻骨の両端を切り落と
し、MEMα を注⼊入して、⾻骨髄を洗浄回収した。回収した⾻骨髄細胞を 210 × g で 3 分間
遠⼼心し、バクテリア⽤用ディッシュに播種した。細胞は M-CSF ⾼高産⽣生細胞の上清を 10 % 
含む 10% FBS-MEMα で培養した (35)。3 ⽇日ごとに継代を⾏行い、培養 7 ⽇日⽬目に実験に
使⽤用した。24-well plate に 2.5 × 105 cells/well の濃度で播種し、24 時間後に NiCl2 及び
ヒスタミンで刺激した。刺激 8 時間後、氷冷 PBS で 2 回洗浄し、RNA iso 500 μL を





3-6-2.   マウス⽪皮膚由来線維芽細胞  
   マウス背部⽪皮膚を剃⽑毛し、3~5 mm 四⽅方に切り取り、PBS 及び DMEM で洗浄した。
その後、⽪皮膚を培養 dish に貼り付け、10% FBS-DMEM を加えて培養し、3 ⽇日ごとに 
medium 交換を⾏行い、1 週間培養した。その後、継代によりケラチノサイトを除去し、
継代数 5 以上となってから、実験に使⽤用した。マウス⽪皮膚由来線維芽細胞を   1 × 105 
cells/well   となるように   12-well plate   に播種し、3   ⽇日後、NiCl2   または   ポジティブコン
トロールとして   LPS   で刺激した。刺激 8 時間後、氷冷 PBS で 2 回洗浄し、RNA iso 




3-6-3.   RAW264 細胞及び U937 細胞 
   RAW264 細胞は 10% FBS-DMEM、U937 細胞は 10% FBS-RPMI で培養した。24-well 
plate に 1.25 × 105 cells/well の濃度で播種し、24 時間後に NiCl2 及びヒスタミンで刺
激した。各種実験における刺激時間後、氷冷 PBS で 2 回洗浄し、RNA iso 500 μL を
加えチューブに回収した。サンプルは RNA 抽出を⾏行うまで -80℃ で保存した。また、
ELISA 測定⽤用サンプルとして U937 細胞を刺激し、24 時間後の培養上清を回収し、測
定まで -80℃ で保存した。 
 
 
3-7.   ELISA 法 
   3-1-2 に従い⾦金属線周囲組織を採取した。採取した⽪皮膚組織をホモジナイズ⽤用のサン
プルチューブに⼊入れ、直径 5 mm のジルコニアホモジナイズビーズ、各種タンパク質
を測定する場合は Protease inhibitor cocktail 含有 PBS、ヒスタミン測定の場合は HClO4 
を⽪皮膚重量で補正した適量加え、ビーズ式ホモジナイザー  precellys24 (Bertin 
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Technology) を⽤用いて 5000 rpm、30 秒のホモジナイズを 2 回⾏行った。その後、10000 × 
g で 15 分間遠⼼心し、その上清を実験に⽤用いた。タンパク質及びヒスタミン測定は、各
種 kit 付属の protocol に準じて⾏行った。 
 
3-8. Quantitative RT-PCR 法 
3-8-1. RNA 抽出 
   3-1-2 に従い⾦金属線周囲組織を採取した。採取した⽪皮膚組織をホモジナイズ⽤用のサン
プルチューブに⼊入れ、直径 5 mm のジルコニアホモジナイズビーズ、 RNA iso 500 µL 
を加え、ビーズ式ホモジナイザー precellys24 (Bertin Technology) を⽤用いて 5000 rpm、30 
秒のホモジナイズを 2 回⾏行った。これに、 CHCl3 100 µL/tube を加え、チューブの蓋
をして乳⽩白⾊色になるまでよく振り混ぜた。その後、4°C、12,000 × g で 15 分間遠⼼心分
離を⾏行い、上層の⽔水相を新しいマイクロチューブに移した。回収した⽔水相に、2-propanol 
250 µL/tube を加えてよく混合し、室温で 10 分間静置した後、4°C、12,000 × g で 10 
分間遠⼼心分離を⾏行った。その後、上清を取り除き、75% ethanol 500 µl/tube を加え、4°C、
7,500 × g で 10 分間遠⼼心分離を⾏行った。遠⼼心後、上清を取り除き、再び 75% ethanol 500 
µl/tube を加え、4°C、7,500 × g で 10 分間遠⼼心分離を⾏行った。遠⼼心後、上清を取り除き、
数分間乾燥させた後、50 µL/tube の DEPC 処理⽔水で溶解した。このように調製した 
total RNA sampleは -80°C で保存した。 
 
 
3-8-2. Reverse transcription (RT) 
   本操作は PrimeScript® RT Master Mix (perfect Real Time) を⽤用いて付属のプロトコルに
準じて⾏行った。Total RNA 溶液の濃度を NanoDrop® spectrophotometer ND-1000 (Thermo 
Fisher Scientific) を⽤用いて測定した。500 ng に相当する total RNA 溶液を PCR tube (ワ
トソン株式会社) にとり、RNase Free dH2O を加えて全量を  8 µL にした後、5 × 
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PrimeScripe® RT Master Mix (Perfect Real Time) を 2 µL 加えて全量を 10 µL とした。ス
ピンダウン後、PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (タカラバイオ株式会社) を⽤用いて RT 
反応を⾏行った。得られた cDNA 溶液は EASY Dilution (for Real Time PCR) で 10 倍希
釈した後、 -20°C で保存した。RT 反応条件は以下の通りである。 
37°C 85°C 4°C 
15 min 5 sec ∞ 
 
 
3-8-3. Quantitative real-time PCR 
   本操作は SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ を⽤用いて付属のプロトコルに準じて⾏行った。
はじめに PCR 反応溶液を調製し、PCR tube (タカラバイオ株式会社) に 23 µL ずつ分
注した。そこに 3-6-2 で得られた 10 倍希釈した cDNA を 2 µL ずつ加え、スピンダ
ウン後、Thermal Cycle Dice™ Real Time System (タカラバイオ株式会社) を⽤用いて PCR 
反応を⾏行った。PCR 反応条件は以下の通りである。 
 
Hold 2 Step PCR Dissociation 
95°C 95°C 60°C 95°C 60°C 95°C 
30 sec 5 sec 60 sec 15 sec 30 sec 15 sec 




   各サンプルの threshold cycle (Ct) 値は 2nd derivative maximum 法により算出し、相対
検量線を作成して各遺伝⼦子の PCR 増幅効率が 100% に近いことを確認した後、DDCt 
法により RNA 相対量に換算した。 
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3-9. 統計処理 
   各データは平均値  ± 標準誤差で⽰示した。2 群間の⽐比較検定は  unpaired two-tailed 
Student’s t-test、多重⽐比較検定は Bonferroni multiple comparison test もしくは Student-




4.   実験結果	 
4-1.   ⾦金属線による炎症応答	 
4-1-1.   各種⾦金属線埋⼊入による炎症反応	 
   マウス背部⽪皮下に各種⾦金属線 (Al, Fe, Ti, SUS 及び Ni ) を埋⼊入し、72 時間後の各種
⾦金属線により⽣生じる炎症を⽐比較した。Al, Ti, 及び SUS 線は炎症を引き起こさなかった
が、Fe 線埋⼊入群は埋⼊入部周辺が⻩黄⾊色に変⾊色していたが、⾎血管拡張などの炎症反応は認
められなかった。Ni 線埋⼊入群では、発⾚赤、⾎血管拡張が認められ、浮腫、結合組織の増







Fig. 1. Metal wire-induced inflammation 
An Al, Fe, Ti, SUS, or Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. 
The mice were sacrificed at 72 h after the implantation, and the skin around the wire was 
photographed. 
Ni 
Al Sham Fe 
Ti SUS 
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4-1-2.   各種⾦金属線埋⼊入周囲組織における⽪皮膚重量の変化	 
   各種⾦金属線埋⼊入部位における⽪皮膚組織について浮腫形成の評価指標として炎症部位
直径 15 mm の⽪皮膚重量を測定した。その結果、sham 群の⽪皮膚重量が約 100 mg であ
ったのに対して、Al, Fe, Ti, 及び SUS 線埋⼊入群の⽪皮膚重量も約 100 mg であり、有意
な⽪皮膚重量の増加は認められなかった。⼀一⽅方、Ni 線埋⼊入群では⽪皮膚重量が約 180 mg と



























Fig. 2. Changes of the skin weight around the metal wire 
An Al, Fe, Ti, SUS, or Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. 
The mice were sacrificed at 72 h after the implantation and the skin tissue (diameter : 15mm) 
on the metal wire was excised and the weight of tissue was measured. The values are the 
means of six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. 
sham operation group. 
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4-1-3.   Ni	 線埋⼊入による	 HDC	 発現及びヒスタミンの誘導	 
   各種⾦金属線埋⼊入部位においてヒスタミンが産⽣生されているかについて明らかにする
ために、ヒスタミン合成酵素である HDC 遺伝⼦子発現量を qRT-PCR 法で解析した。そ
の結果、各種⾦金属線のうち Ni 線埋⼊入群でのみ HDC 発現量が有意に増加した (Fig. 3a)。
また、HDC 発現量の有意に増加した Ni 線埋⼊入群で周囲組織中のヒスタミン量につい































































Fig. 3. Induction of HDC mRNA expression 
An Al, Fe, Ti, SUS, or Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. 
The mice were sacrificed at 72 h after the implantation. The excised tissues were collected 
from the excised tissue. HDC (a) mRNA expresssion was measured by qRT-PCR, and 
histamine (b) by enzyme immunoassay. The values are the means of five to six mice with 
S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; *p < 0.05 **p < 0.01 vs. sham 
operation group. 
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4-1-4.   Ni	 線埋⼊入による	 IL-1β、MCP-1、KC 及び MIP-2 発現の誘導	 
   各種⾦金属線による炎症応答について解析するために、炎症⽣生サイトカイン IL-1β (Fig. 
4a)、マクロファージ遊⾛走に寄与するケモカインである MCP-1 (Fig. 4b)、好中球遊⾛走に
寄与するケモカインである KC (Fig. 4c) 及び MIP-2 (Fig. 4d)発現量について qRT-PCR 
法で解析した。その結果、各種⾦金属線のうち Ni 線埋⼊入群でのみ IL-1β、 MCP-1、KC 
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Fig. 4. Induction of IL-1β, MCP-1, KC and MIP-2 mRNA expression by the Ni wire 
An Al, Fe, Ti, SUS, or Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were 
sacrificed at 72 h after metal wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue 
and the levels of mRNA IL-1β (a), MCP-1 (b), KC (c) and MIP-2 (d) were determined by qRT-PCR. 
Values are normalized to those of GAPDH mRNA and the mean value of sham operation is set to 
1.0. The values are the means of six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; 
**p < 0.01 vs. sham operation group. 
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4-1-5.   Ni	 線埋⼊入による	 MCP-1 及び MIP-2 産⽣生の誘導	 
   Ni 線埋⼊入によりケモカインの発現がタンパク質レベルでも増加しているか確認する
ために、MCP-1 (Fig. 5a) 及び MIP-2 (Fig. 5b) のタンパク量について ELISA 法で解析





















































Fig. 5. Induction of MCP-1 and MIP-2 production by the Ni wire 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after the 
implantation. The excised tissues were homogenated, and the amount of MCP-1 (a) and MIP-2 (b) 
in the homogenates were determined by ELISA. The values are the means of five mice with S.E.M. 
shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham operation group. 
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4-1-6.   Ni	 線埋⼊入による炎症応答及び⽪皮膚重量の経時変化	 
   Ni 線埋⼊入による炎症応答の経時変化について解析した。Ni 線埋⼊入により 24 時間後
ですでに、浮腫、発⾚赤などの炎症が誘発された。48 時間後において、発⾚赤は 24 時間
後の状態より悪化しており、⾎血管拡張がより強く⽣生じていた。72 時間後ではさらに発
⾚赤が強くなり、Ni 線が炎症部の組織に完全に覆われた (Fig. 6a)。また、⽪皮膚重量につ
いては Ni 線埋⼊入 24 時間後にピークとなり、⽪皮膚重量の増加が 72 時間後まで維持さ
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Time after implantation (h)
Fig. 6. The time course of Ni wire-induced inflammation 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed 24, 
48, or 72 h after the implantation, and the skin around the wire was photographed (a). The skin tissue 
(diameter: 15mm) on the wire was excised and the weight of tissue was measured (b). The values are 
the means of six mice with S.E.M. shown by line graphs. Statistical significance; **p < 0.01 vs. time 
0. 
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4-1-7.   Ni	 溶出の経時変化	 
   Ni 線埋⼊入による炎症応答と、Ni 溶出の関連性を明らかにするために、組織中及び⾎血
中 Ni 量の経時変化について ICP-MS 法で解析した。その結果、Ni 線周囲組織中の Ni 
濃度は埋⼊入 24 時間後で有意に増加し、72 時間後まで増加し続けた (Fig. 7a)。⼀一⽅方で

























































Time after implantation (h)
(b)
Fig. 7. The time course of Ni elution 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse, The mice were sacrificed 24, 
48, or 72 h after the implantation. The time course of Ni ion concentrations in the Ni around skin 
tissue (a) and serum (b) was determined using ICP-MS. The values are the means of six mice with 
S.E.M. shown by line graphs. Statistical significance; **p < 0.01 vs. time 0. 
 # # 
p < 0.01 vs. time 24. 
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4-1-8.   Ni	 線埋⼊入による各種遺伝⼦子発現の継時変化	 
      Ni 線埋⼊入により発現が増⼤大することが明らかになった HDC ならびに 4 種のサ
イトカインについて、その遺伝⼦子発現量の継時変化について解析した。HDC、IL-1β 及
び MIP-2 発現量は 24 時間を最⼤大として、48 時間後に減少し 72 時間後に再び増加す
る⼆二相性の変化を⽰示した。⼀一⽅方で MCP-1 及び KC 発現量は 埋⼊入 24 時間後から 72 
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Time after implantation (h)
Fig. 8. Induction of inflammatory cytokine and chemokine mRNA expression by the Ni wire 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed in 24, 48, and 72 
h after Ni wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of 
mRNA for HDC, MCP-1, IL-1β, KC and MIP-2 were determined by qRT-PCR. Values are 
normalized to those of GAPDH mRNA and the mean value of the 0 h group is set to 1.0. The values 
are the means of six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; *p < 0.05, **p 
< 0.01 vs. the time 0. 
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4-2.   Ni 線による炎症応答に対するヒスタミンの効果	 
4-2-1.   HDC ⽋欠損 (HDC-/-) マウスにおける Ni 線誘発炎症	 
   Ni 線誘発炎症におけるヒスタミンの関与を明らかにするために Ni 線を HDC+/+ マ
ウスならびに HDC-/- マウスに 72 時間埋⼊入し、炎症応答について⽐比較した。その結果、
HDC+/+ マウスと⽐比較して HDC-/- マウスでわずかな発⾚赤の増強が認められ (Fig. 9a)、



































Fig. 9. Ni wire-induced inflammation in HDC 
-/- 
mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed 72 
h after implantation and the skin around the wire was photographed (a). The skin tissue (diameter: 
15mm) on the wire was excised and the weight of tissue was measured (b). The values are the means 
of six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham operation 
group.
 #p < 0.05 vs. the HDC
+/+ 
 mice same operation group. 
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4-2-2.   HDC ⽋欠損 (HDC-/-) マウスにおける IL-1β、 MCP-1、KC 及び MIP-2 の発現
変化	 
   サイトカイン及びケモカイン産⽣生に対するヒスタミンの作⽤用を明らかにするために、
Ni 線埋⼊入 72 時間後の Ni 線周囲組織における IL-1β 及び MCP-1 mRNA 発現量を
⽐比較した。その結果、Ni 線埋⼊入による IL-1β 発現量の増加は HDC-/- マウスでさらに
有意に増加した (Fig. 10a)。⼀一⽅方で、Ni 線埋⼊入による MCP-1 発現量は、HDC+/+ マウ
スと HDC-/- マウスで顕著な差は認められなかった (Fig. 10b)。さらに、HDC+/+ マウス




4-2-3.   H1 受容体⽋欠損 (H1R KO) マウスにおける Ni 線誘発炎症	 
   Ni 線誘発炎症におけるヒスタミン H1 受容体の関与について明らかにするために
Ni 線を WT マウス、ならびに H1R KO マウスに 72 時間埋⼊入し、炎症応答について
⽐比較した。その結果、WT マウスと⽐比較して H1R KO マウスで⾎血管拡張及び発⾚赤が顕
著に抑制された (Fig. 11a)。⽪皮膚重量については H1R KOマウスでベースの⽪皮膚重量が
























































































































Fig. 10. Induction of cytokine and chemokine mRNA expressions by Ni wire in HDC
-/-
 mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of mRNA IL-1β 
(a), MCP-1 (b), KC (c) and MIP-2 (d) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those 
of GAPDH mRNA and the mean value of sham operation is set to 1.0. The values are the means of 
six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham operation 
group. 
#
p < 0.05 vs. the HDC
+/+ 





























Fig. 11. Ni wire-induced inflammation in H1R KO mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed 72 
h after implantation and the skin around the wire was photographed (a). The skin tissue (diameter: 
15mm) on the wire was excised and the weight of tissue was measured (b). The values are the means 
of five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham 
operation group. 
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4-2-4.   H1 受容体⽋欠損 (H1R KO) マウスにおけるケモカインの発現変化	 
   HDC ⽋欠損マウスにおいてみられたケモカイン発現量の変化に H1 受容体が関与す
るかどうかにについて明らかにするために、H1R KOマウスに Ni 線を埋⼊入した場合の、
ケモカイン遺伝⼦子発現量を解析した。その結果、Ni 線により増加する KC 発現量が 
H1R KO マウスで有意に増加した (Fig. 12a)。⼀一⽅方で、MIP-2 (Fig. 12b) 及び MCP-1 (Fig. 












































































Fig. 12. Induction of chemokine mRNA expressions by Ni wire in H1R KO mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of mRNA KC (a), 
MIP-2 (b) and MCP-1 (c) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH 
mRNA and the mean value of sham operation is set to 1.0. The values are the means of five mice 
with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; *p < 0.05 **p < 0.01 vs. sham operation 
group. 
#
p < 0.05 vs. the WT mice same operation group. 
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4-2-5.   H2 受容体⽋欠損 (H2R KO) マウスにおける Ni 線誘発炎症	 
   Ni 線誘発炎症におけるヒスタミン H2 受容体の関与について明らかにするために
Ni 線を WT マウス、ならびに H2R KO マウスに 72 時間埋⼊入し、炎症応答について
⽐比較した。その結果、WT マウスと⽐比較して H2R KO マウスで炎症応答に顕著な変化
は認められなかった (Fig. 13a)。⽪皮膚重量については H2R KOマウスでベースの⽪皮膚重


























Fig. 13. Ni wire-induced inflammation in H2R KO mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed 72 
h after implantation and the skin around the wire was photographed (a). The skin tissue (diameter: 
15mm) on the wire was excised and the weight of tissue was measured (b). The values are the means 
of five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham 
operation group. 
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4-2-6.   H2 受容体⽋欠損 (H2R KO) マウスにおける ケモカインの発現変化	 
   HDC ⽋欠損マウスにおいてみられたケモカイン発現量の変化に H2 受容体が関与す
るかどうかについて明らかにするために H2R KO マウスに Ni 線を埋⼊入し、ケモカイ
ン遺伝⼦子発現量について qRT-PCR 法で解析した。その結果、Ni線により増加する KC 
(Fig. 14a) 発現量に変化は認められず、MIP-2 発現量は H2R KO マウスで有意に増加











































































Fig. 14. Induction of chemokine mRNA expressions by Ni wire in H2R KO mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of mRNA KC (a), 
MIP-2 (b) and MCP-1 (c) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH 
mRNA and the mean value of sham operation is set to 1.0. The values are the means of five mice 
with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham operation group. 
# # 
p < 0.01 vs. the WT mice same operation group. 
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4-2-7.   ⽪皮膚由来線維芽細胞における	 NiCl2	 刺激によるケモカイン発現 
   線維芽細胞がケモカイン発現細胞であるかどうかについて確認するために、⽪皮膚由来
線維芽細胞を NiCl2 で刺激して解析した。⽪皮膚由来線維芽細胞を NiCl2 で刺激すると 
GAPDH 発現が低下したことから、ハウスキーピング遺伝⼦子として 18SrRNA を⽤用いて
いる。また、ポジティブコントロールとして lipopolysaccharide (LPS) を⽤用いた。KC (Fig. 



















































































Fig. 15. Chemokine mRNA expressions in primary culture of skin fibroblasts 
C57BL/6N-derived skin fibroblasts were incubated for 8 h in medium containing NiCl2 (0.3 or 1 
mM) or LPS (10 ng/mL). KC (a), MIP-2 (b) and MCP-1 (c) mRNA expression were determined by 
qRT-PCR. Values are normalized to those of 18SrRNA and the mean value of the control group is 
set to 1.0. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 4). 
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4-2-8.   ⾻骨髄由来マクロファージにおける	 NiCl2	 刺激によるケモカイン発現 
   Ni 線周囲組織への浸潤が⾒見られる、マクロファージが Ni に応答してケモカインを
発現するか明らかにするために、⾻骨髄由来マクロファージを⽤用いて検討した。その結果、
NiCl2 刺激により KC mRNA の発現は検出されなかったが (data not shown)、MIP-2 
mRNA 量 は NiCl2 1 mM で有意に発現量が増加した (Fig.16 a)。また、このときの 
















































































Fig. 16. Induction of MIP-2 mRNA expression in bone marrow-derived macrophages 
Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were obtained from C57BL/6N mice. BMDMs were 
incubated for 8 h in medium containing NiCl2 (0.3 or 1 mM). MIP-2 (a) and MCP-1 (b) mRNA 
expression were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH and the mean 
value of the vehicle group is set to 1.0. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 4). Statistical 
significance; **p < 0.01 vs. vehicle group.  
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4-2-9.   	 NiCl2	 刺激による	 MIP-2	 発現に対するヒスタミンの影響 
   NiCl2 刺激により⾻骨髄由来マクロファージの MIP-2 発現が増加したことから、ヒス
タミンの MIP-2発現に及ぼす影響について NiCl2 とヒスタミンを⾻骨髄由来マクロファ
ージに共処置することで検討した。その結果、NiCl2 刺激により増加した MIP-2 発現
をヒスタミンは濃度依存的に抑制した (Fig. 17a)。また、このときの MCP-1 発現は
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Fig. 17. Effects of histamine on NiCl2-induced MIP-2 mRNA expression in BMDMs derived 
from wild-type mice 
BMDMs were obtained from C57BL/6N mice. BMDMs were incubated for 8 h in medium 
containing NiCl2 (1 mM) in the presence or absence of histamine at the indicated concentrations. 
MIP-2 (a) and MCP-1 (b) mRNA expression were determined by qRT-PCR. Values are normalized 
to those of GAPDH and the mean value of the vehicle group is set to 1.0. Data represent the mean ± 
S.E.M. (n = 4). Statistical significance; **p < 0.01 vs. vehicle group. 
# # 
p < 0.01 vs. NiCl2 stimulated 
group. 
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4-2-10.   H2R KO	 ⾻骨髄由来マクロファージにおける	 NiCl2	 刺激による	 MIP-2	 発現に
対するヒスタミンの影響 
   野⽣生型⾻骨髄由来マクロファージの NiCl2 刺激による MIP-2 発現をヒスタミンが抑
制したことから、この細胞応答においてマウス Ni 線埋⼊入モデル同様に H2 受容体が
関与するかについて H2R KO マウスから⾻骨髄由来マクロファージを作製し検討した。
その結果、野⽣生型⾻骨髄由来マクロファージでみられたヒスタミンによる MIP-2 抑制作
⽤用は H2R KO ⾻骨髄由来マクロファージでは認められなかった (Fig. 18a)。また、このと
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Fig. 18. Effects of histamine on NiCl2-induced MIP-2 mRNA expression in BMDMs derived 
from H2R KO mice 
BMDMs were obtained from H2R KO mice. BMDMs were incubated for 8 h in medium containing 
NiCl2 (1 mM) in the presence or absence of histamine at the indicated concentrations. MIP-2 (a) and 
MCP-1 (b) mRNA expression were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of 
GAPDH and the mean value of the vehicle group is set to 1.0. Data represent the mean ± S.E.M. (n 
= 4). Statistical significance; **p < 0.01 vs. vehicle group. 
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4-3.   ヒスタミン産⽣生細胞	 
4-3-1.   マスト細胞⽋欠損	 WBB6F1-W/WV	 マウスにおけるマスト細胞の局在	 
   Ni 線埋⼊入により誘発される HDC の誘導にマスト細胞が関与しているかどうかマス













Fig. 19. Confirmation of deficiency of mast cells in WBB6F1-W/W
V
 mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. The skin tissues around the wire were excised and stained with toluidine blue.  
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4-3-2.   WBB6F1-W/WV	 マウスにおけるマスト細胞マーカー発現	 
   WBB6F1-W/WV マウスにおいてマスト細胞の局在が認められないことを形態学的に
確認したが、さらに⽣生化学的にも確認するために、マスト細胞マーカーの遺伝⼦子発現に
ついて解析した。その結果、粘膜型マスト細胞マーカー Mcpt2 (Fig. 20a) 及び、結合組
織型マスト細胞マーカー Mcpt4 (Fig. 20b) 発現量は コントロールマウス WBB6F1-+/+ 





























































Fig. 20. Ni wire-induced mast cell specific transcripts expressions in WBB6F1-W/W
V
 mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of mRNA Mcpt2 
(a) and Mcpt4 (b) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH mRNA. 
The values are the means of five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; 
**p < 0.01 vs. sham operation group. 
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4-3-3.   WBB6F1-W/WV	 マウスにおける	 Ni	 線誘発炎症 
   コントロールである WBB6F1-+/+ マウスと⽐比較して、WBB6F1-W/WV マウスで Ni 




























Figure 21. Ni wire-induced inflammation in WBB6F1-W/W
V
 mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were killed 
72 h after implantation and the skin around the wire was photographed (a). The skin tissue 
(diameter: 15mm) on the wire was excised and the weight of tissue was measured (b).  The 
values are the means of three to five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical 
significance; **p < 0.01 vs. sham operation group. 
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4-3-4.   WBB6F1-W/WV	 マウスにおける	 HDC 発現の誘導 
   マスト細胞が HDC 発現細胞であるかについて明らかにするために、Ni 線周囲組織
における HDC 発現量について解析した。その結果、WBB6F1-+/+ マウスと⽐比較して、




















































A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were 
sacrificed in 72 h after Ni wire implantation. The mRNA expression around the subcutaneous 
tissue beneath the Ni wire. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of 
mRNA of HDC was determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH 
mRNA and the mean value of the WBB6F1-
+/+
 control group is set to 1.0. The values are the 
means of three to five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p 
< 0.01 vs. sham operation group. 
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4-3-5.   WBB6F1-W/WV	 マウスにおける	 IL-1β、MCP-1、KC 及び MIP-2 発現の誘導 
   Ni 線埋⼊入により発現量が変化したサイトカイン及びケモカイン発現に対してマスト
細胞由来のヒスタミンが関与するかについて検討するために、IL-1β (Fig. 23a) 及び 
MCP-1 (Fig. 23b) 発現量について解析した。その結果、IL-1β、MCP-1、KC 及び MIP-2 
発現量は WBB6F1-+/+ マウスと⽐比較して WBB6F1-W/WV マウスで変化しなかった。 
 
 
4-3-6.   Ni 線埋⼊入による⽩白⾎血球浸潤の誘導 
   HDC 発現細胞としてマスト細胞以外の細胞が予想されたことから、Ni 線周囲組織の
浸潤細胞について確認するために、周囲組織の HE 染⾊色を⾏行い観察した。Sham 処置群



















































































































A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were 
sacrificed in 72 h after Ni wire implantation. The mRNA expression around the subcutaneous 
tissue beneath the Ni wire. Total RNA was extracted from the excised tissue and the levels of 
mRNA of IL-1β (a) and MCP-1 (b) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to 
those of GAPDH mRNA and the mean value of the WBB6F1-
+/+
 control group is set to 1.0. 
The values are the means of three to five mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical 
















W: Ni 線埋入部位 100 μm
W
Sham Ni
Fig. 24. Ni wire-induced leukocyte infiltration 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum. The mice were sacrificed at 72 h after Ni 
wire implantation. The skin tissues around the wire were excised and stained with HE. 
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4-3-7.   HDC	 発現にマクロファージ除去が及ぼす影響 
   Ni 線埋⼊入による HDC 発現細胞はマスト細胞でないことが⽰示唆されたため、次にマ
クロファージの関与について解析した。マクロファージ除去剤であるクロドロネートリ
ポソームあるいはコントロールリポソームを Ni 線埋⼊入 24 時間前に腹腔内投与し、そ
の効果を検討した。まず、肝臓、脾臓、及び Ni 線埋⼊入周囲組織におけるマクロファー
ジマーカー遺伝⼦子 (F4/80) の発現量を解析した。肝臓、脾臓中の F4/80 遺伝⼦子発現量
はクロドロネートリポソームの投与により有意に低下した (data not shown)。炎症局所




おける HDC 発現量は変化しなかった (Fig. 25b)。 
 
 
4-3-8.   マウスマクロファージにおける	 HDC	 発現誘導 
   マクロファージが Ni イオンに反応して HDC を発現するかどうか in vitro で解析
した。C57BL/6N マウス由来の⾻骨髄マクロファージ (BMDMs) 及び、マウスマクロファ
ージ様細胞株 RAW264 細胞を NiCl2 1 mM で刺激し、HDC 発現量について解析した。
その結果、BMDMs 及び RAW264 細胞においてはいずれも、NiCl2 刺激では HDC 発

























































































Fig. 25. Induction of HDC mRNA expression by the Ni wire in macrophage depleted mice 
A control liposome or clodronate liposome was injected intraperitoneally of each mouse at 1 day 
before Ni wire implantation. A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. 
The mice were sacrificed at 72 h after Ni wire implantation. Total RNA was extracted from the 
excised tissue and the levels of mRNA of F4/80 (a) and HDC (b) were determined by qRT-PCR. 
Values are normalized to those of GAPDH mRNA and the mean value of the control liposome treated 
sham operation group is set to 1.0. The values are the means of five mice with S.E.M. shown by 
















































































Fig. 26. HDC mRNA expression by NiCl2 in BMDMs and RAW264 cells 
BMDMs and RAW264 cells were incubated for 8 h in medium containing NiCl2 (1 mM). HDC 
mRNA expression was determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH. Data 
represent the mean ± S.E.M. (n = 4). 
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4-3-9.   Ly6G	 抗体による好中球除去 
   次に好中球が Ni 線埋⼊入による HDC 発現に関与するかについて解析した。好中球除
去剤である Ly6G 抗体を Ni 線埋⼊入 24 時間前に腹腔内投与した。好中球が除去でき
ているかについて、Ni 線埋⼊入 0 時間及び 72 時間後の⾎血中、⾻骨髄中における Ly6G 
CD11b 両陽性細胞の割合について確認した。その結果、Ni 線埋⼊入 0 時間から 72 時








Fig. 27. The depletion of neutrophils in peripheral blood and bone marrow 
Isotype control (control IgG) or Ly6G antibody was intraperitoneally injected (500 µg/mouse) at 24 





 cells as a neutrophil were determined by flow cytometry. 
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4-3-10.   HDC	 発現に好中球除去が及ぼす影響 
   好中球を減少させた時の、Ni 線周囲組織における HDC 発現量について解析した。













































Fig. 28. Induction of HDC mRNA expression by the Ni wire in neutrophil depleted mice 
A control IgG or Ly6G antibody was injected intraperitoneally of each mouse at 1 day before Ni wire 
implantation. A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were 
sacrificed at 72 h after Ni wire implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and 
the levels of mRNA of HDC was determined by qRT-PCR. Values are normalized to those of 
GAPDH mRNA and the mean value of the control IgG treated sham operation group is set to 1.0. 
The values are the means of six to seven mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical 
significance; **p < 0.01 vs. sham operation group. 
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4-3-11.   Ni	 線周囲組織の分離による	 HDC	 及び	 MCP-1	 発現 




増加傾向は⽰示したが、有意な差は認められなかった (Fig. 29a)。また、MCP-1 (Fig. 29b)、
KC (Fig. 29c) 及び MIP-2 (Fig. 29d) 発現量についても同様に検討したところ、⽪皮下組織
で有意に発現量が増⼤大した。そのため、HDC は表⽪皮・真⽪皮層の細胞が主に発現し、MCP-

















































































































Fig. 29. Comparison of HDC, MCP-1, KC and MIP-2 mRNA expression by the Ni wire between 
epidermis and dermis, and subcutaneous tissue 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed in 
72 h after Ni wire implantation. Skin tissues were separated to epidermis and dermis (epi + der) or 
subcutaneous tissue (sub) Total RNA was extracted from the excised and separated tissues and the 
levels of mRNA of HDC (a), MCP-1 (b), KC (c) and MIP-2 (d) were determined by qRT-PCR. 
Values are normalized to those of GAPDH mRNA. The values are the means of five mice with 
S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; *p < 0.05 **p < 0.01 vs. sham operation 
group. 
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4-4.   Ni 溶出に対するヒスタミンの効果 
4-4-1.   HDC-/- マウスにおける Ni 線埋⼊入による⽩白⾎血球浸潤の誘導 
   HDC-/- マウスで Ni 線埋⼊入による好中球ケモカインの発現が増⼤大したため、⽩白⾎血球
浸潤に影響を及ぼすかについて Ni 線埋⼊入周囲組織の HE 染⾊色を⾏行い、計数して評価
した。その結果、HDC+/+ マウスと⽐比較して HDC-/- マウスで真⽪皮層及び⽪皮下組織におけ
る浸潤⽩白⾎血球数の増加が確認された (Fig. 30a)。また、定量した結果、HDC-/- マウスで




































Fig. 30. Increase of leukocytes infiltration in HDC
-/- 
mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed at 
72 hr after the implantation. The skin tissue around the wire were excised and stained with HE (a). 
Eight areas (100 µm × 100 µm) were randomly observed and hematoxylin-stained dots were counted 
as nuclei (b). Statistical significance; *p < 0.05 vs. HDC
+/+
 mice group. 
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4-4-2.   HDC-/- マウスにおける Ni 溶出 
   ヒスタミンが Ni 線の溶出に関与するかについて HDC-/- マウスを⽤用いて解析した。
Ni 線埋⼊入 72 時間後の組織中及び⾎血中 Ni 濃度を ICP-MS 法により測定した。その結
果、組織中  Ni 量は  HDC+/+ マウスと⽐比較して  HDC-/- マウスで有意に増加した 



























































Fig. 31. Enhancement of Ni elution in HDC
-/- 
mice 
A Ni wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were sacrificed at 
72 hr after the implantation. The Ni ion concentrations in the Ni around skin tissue (a) and serum (b) 
was determined using ICP-MS. The values are the means of six mice with S.E.M. shown by vertical 
bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. sham operation group. 
 # # 
p < 0.01 vs. HDC
+/+
 mice 
same operation group. 
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4-4-3.   Ly6G 抗体による Ni 線周囲組織中の好中球除去 
   HDC-/- マウスで、好中球ケモカイン及び浸潤⽩白⾎血球数が増⼤大しており、Ni 溶出量が
増加したため、好中球の Ni 溶出への関与が⽰示唆された。そのため、好中球が Ni 溶出
に関与するかについて確認するために、Ly6G 抗体で好中球を除去した場合の Ni 溶出
量を測定した。まず、Ni 線埋⼊入周囲組織における好中球が除去できているかについて、
Ni 線埋⼊入周囲組織の HE 染⾊色を⾏行い、計数して評価した。その結果、Ly6G 投与群で
は control IgG 投与群と⽐比較して、浸潤⽩白⾎血球数の減少が観察され (Fig. 32a)、定量した







































Fig. 32. Decrease of leukocytes infiltration in neutrophil depleted mice 
Isotype control (control IgG) or Ly6G antibody was intraperitoneally injected (500 µg/mouse) at 24 
h before implantation of a Ni wire. The mice were sacrificed at 72 hr after the implantation. The skin 
tissue around the wire were excised and stained with HE (a). Eight areas (100 µm × 100 µm) were 
randomly observed and hematoxylin-stained dots were counted as nuclei (b). Statistical significance; 
** p < 0.01 vs. control IgG treated group. 
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4-4-4.   好中球除去が Ni 溶出に及ぼす影響 
   好中球除去が Ni 溶出に与える影響について検討した。その結果、control IgG 投与群
と⽐比較して、Ly6G 投与群では組織中 Ni 量が有意に減少した (Fig. 33a)。また、このと



























































Fig. 33. Attenuation of Ni elution in HDC
-/- 
mice 
Isotype control (control IgG) or Ly6G antibody was intraperitoneally injected (500 µg/mouse) at 24 
h before implantation of a Ni wire. The mice were sacrificed at 72 hr after the implantation. The Ni 
ion concentrations in the Ni around skin tissue (a) and serum (b) was determined using ICP-MS. The 
values are the means of six mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 
0.01 vs. sham operation group. 
 # # 
p < 0.01 vs. control IgG treated same operation group. 
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4-5.   Ni-Ti	 線誘発炎症 
4-5-1.   Ni-Ti	 線埋⼊入により誘発される炎症応答 
   これまで、ヒスタミンが好中球浸潤を制御することで Ni 溶出に関与することを⽰示唆
したが、臨床で埋植されることのない純 Ni を⽤用いていたため、臨床で⽤用いられる Ni 
含有合⾦金でも炎症応答が引き起こされるかについて Ni-Ti 線を 1 週間埋⼊入して解析
した。コントロールとして Ti 線を埋⼊入した。その結果、Ti 線埋⼊入群と⽐比較して、Ni-
Ti 線埋⼊入群では発⾚赤を伴う炎症が⽣生じた (Fig. 34a)。また、⾎血中 Ni 濃度について測定
したところ、Ti 線と⽐比較して、Ni-Ti 線埋⼊入群で有意に増加した (Fig. 34b)。そのため、































Fig. 34. The release of Ni ion from Ni-Ti wire 
A Ti or Ni-Ti wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were 
sacrificed at 1 week after the implantation, and the skin around the wire was photographed (a). The 
Ni ion concentrations in the serum was determined using ICP-MS (b). The values are the means of 
four mice with S.E.M. shown by vertical bars. Statistical significance; **p < 0.01 vs. Ti wire 
implantation group.  
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4-5-2.   Ni-Ti	 線埋⼊入による	 HDC	 及び	 MIP-2	 発現の誘導 
   Ni-Ti 線の埋⼊入により炎症応答が⽣生じたため、Ni-Ti 線を埋⼊入した場合においても、
溶出に関与した HDC や MIP-2 発現が誘導されるかについて解析した。その結果、HDC 


















































































Fig. 35. Induction of HDC and MIP-2 mRNA expression 
A Ti or Ni-Ti wire was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse. The mice were 
sacrificed at 1 week after the implantation. Total RNA was extracted from the excised tissue and the 
levels of mRNA HDC (a) and MIP-2 (b) were determined by qRT-PCR. Values are normalized to 
those of GAPDH mRNA and the mean value of Ti wire implantation is set to 1.0. The values are the 
means of four mice shown by vertical bars. 
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4-6.   U937 細胞における NiCl2	 刺激による	 IL-8	 発現にヒスタミンが及ぼす
影響 
   マウス Ni 線埋⼊入モデルでマクロファージが好中球遊⾛走に寄与する可能性をこれま
で⽰示唆したが、ヒトでも同様の制御が起こり得るかについて、ヒト単球様細胞株である 
U937 細胞を NiCl2 及びヒスタミンで刺激して好中球ケモカインの機能的ホモログで
ある IL-8 について解析した。その結果、NiCl2 刺激により増⼤大する IL-8 産⽣生はヒス
タミンの共処置により濃度依存的に抑制された (Fig. 36a)。また、この抑制作⽤用は IL-8 
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Fig. 36. Effects of histamine on NiCl2-induced IL-8 production and mRNA expresion in U937 
cells 
U937 cells were incubated for 24 h (a) or 12 h (b) respectively in medium containing NiCl2 (1 mM) 
in the presence or absence of histamine at the indicated concentrations. IL-8 production was 
measured by ELISA (a), and IL-8 mRNA by qRT-PCR. Values are normalized to those of GAPDH 
and the mean value of the vehicle group is set to 1.0. Data represent the mean ± S.E.M. (n = 4). 
Statistical significance; **p < 0.01 vs. vehicle group. 
# # 
p < 0.01 vs. NiCl2 stimulated group. 
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5.   考察 













めに、⽪皮膚組織中及び⾎血中の Ni 濃度を測定しており、組織中 Ni 濃度は Ni 線埋⼊入 72 
時間まで増加し続けたが、⾎血中 Ni 濃度は 72 時間で減少した。Ni は組織中ではタン
パク質のヒスチジン残基に結合し易いことから (36)、組織中では蓄積していくことが
予想される。⼀一⽅方で Ni 線からの Ni イオンの溶出は酸化被膜の形成や、⽣生体から異物
として認識され、結合組織に包まれることで減少することが予想される。そのため、Ni 
の尿中排泄による量が Ni 線からの溶出を上回ったことにより、Ni 線埋⼊入 72 時間で
は⾎血中 Ni 濃度が減少したと考えている。各種⾦金属の中で、Ni のみ強度の炎症を誘発
したが、KC、MIP-2 及び MCP-1 といった各種ケモカイン発現誘導が引き起こされた
ことから、Ni 誘発性の炎症応答は、主に好中球及びマクロファージにより引き起こさ
れたものだと考えられる。マウスに Ni 線を埋⼊入すると組織中及び⾎血中 Ni 濃度が 24 
時間で顕著に増加する。先⾏行研究より、Ni 線誘発炎症における急性期である Ni 線埋
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⼊入 8 時間後の Ni 溶出に好中球が関与することが報告されている (21)。本研究から、





   先⾏行研究において、急性期に HDC 発現が誘導されることが報告されたが (34)、慢性
期に HDC 発現が誘導されることは本研究で初めて明らかになった。HDC-/- マウスに 
Ni 線を埋⼊入すると MIP-2 発現量がさらに増加したことから、Ni 線埋⼊入による慢性期
のヒスタミンは、炎症を制御できる⼗十分な量産⽣生されていることが⽰示唆された。また、
マスト細胞⽋欠損 WBB6F1-W/WV マウスでは、Ni 線を埋⼊入した場合において、マスト細
















⽩白⾎血球の多く局在する⽪皮下組織ではなく、上⽪皮・真⽪皮層において Ni 線埋⼊入による HDC 
発現が顕著に増加したことからも⽀支持された。⼀一⽅方上⽪皮組織の主要な細胞である上⽪皮細
胞において物理的刺激、化学物質及び内在性のタンパク質により HDC を発現すること
が報告されている (31,40)。そのため、本研究における HDC 発現細胞についても上⽪皮
細胞である可能性が⾼高い。しかしながら、本モデルにおける HDC 発現細胞の同定には
⾄至っておらず、今後の研究課題であると考えられる。 
   Ni イオンは転写因⼦子である低酸素誘導因⼦子 1α (HIF-1α)を安定化させる作⽤用があり、
低酸素状態を模倣することが知られている(41)。HIF-1α は HDC を含む様々なタンパ
ク質発現に寄与している (42)。しかし、マウス⾻骨髄由来マクロファージ及びマウスマク
ロファージ様細胞株 RAW264 細胞を NiCl2 で刺激したが、HDC 発現は誘導されなか
ったため、Ni イオンはマクロファージに作⽤用して、直接的に HDC 発現を誘導する作
⽤用はないものと考えられる。HDC は IL-1β をはじめとする様々な炎症性サイトカイン
により発現が誘導されることが報告されている (43)。IL-1β は Ni により NLRP3 イン
フラマソームの活性化が引き起こされることで放出される (44)。Ni 線埋⼊入モデルにお
いても Ni 線埋⼊入周囲組織で IL-1β 産⽣生が増加することを確認しており、さらに Ni 
線埋⼊入の継時変化において、HDC 及び IL-1β は、同様に⼆二相性の発現変化を⽰示したこ
とから、Ni 線による HDC 発現誘導に対して IL-1β が関与する可能性も考えられた。 
   ネガティブフィードバックによる⽩白⾎血球浸潤抑制作⽤用は、MIP-2 発現が H2R KO マ
ウスで増加したこと、ならびに⾻骨髄由来マクロファージにおける NiCl2 誘導性の MIP-




(23)。さらに Ni 及び Pd への感作にも関与し、これらは H1 受容体拮抗薬で改善する 
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(24,25)。本研究では H1R KO マウスにおいて Ni 線による KC 発現量がさらに増加し
たが、MIP-2 及び MCP-1 発現は変化しなかった。H2 受容体を介したサイトカイン及
びケモカイン発現の抑制については報告がなされているが (33,45)、H1 受容体による
抑制作⽤用については報告がなく、詳細なメカニズムについては不明である。このように、




   Ni 線埋⼊入により多くの⽩白⾎血球が Ni 線周囲組織中に浸潤する。KC 及び MIP-2 は好
中球遊⾛走に寄与する主要なケモカインであり (46)、⼀一⽅方で MCP-1 は単球及びマクロフ
ァージ遊⾛走に寄与する主要なケモカインである。Ni 線埋⼊入による KC 及び MIP-2 発
現は HDC-/- マウスで増強したが、MCP-1 発現は変化しなかったため、ヒスタミンは選
択的に好中球遊⾛走を抑制していると考えられる。この選択的抑制作⽤用の発現メカニズム
の違いは、これらのケモカイン発現を誘導するシグナル経路の違い、またはケモカイン
を発現する細胞種の違いによるものだと考えている。KC、MIP-2 及び MCP-1 発現は
主に NF-κB により制御されており、さらに MIP-2 は HIF-1α によっても制御されて
いる (47)。本研究では⾻骨髄由来マクロファージにおいて MIP-2 のみ発現が誘導され、
KC 及び MCP-1 の発現誘導は認められなかった。マクロファージにおいて LPS によ
り増加する MCP-1 及び MIP-2 発現のうち、MCP-1 発現のみ低酸素状態で抑制される
ことが報告されており (48)、Ni 刺激により低酸素状態が模倣されたことで、MCP-1 発
現が増加しなかった可能性が予想された。また、⾻骨髄由来マクロファージの NiCl2 刺激
により、KC 発現については検出限界以下だった。これらの結果から、Ni 線埋⼊入モデ
ルにおいて、MIP-2 産⽣生細胞の⼀一つはマクロファージであることが⽰示唆され、KC 及び 
MCP-1 は Ni 誘導性のサイトカインにより⼆二次的に発現誘導される、あるいは異なる
産⽣生細胞に由来することが考えられる。 
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   マウス Ni 線埋⼊入モデルを⽤用いた先⾏行研究により、LPS 誘導性の急性炎症が Ni 溶
出を増強させること (20)、Ni 誘発炎症⾃自体にも溶出をさらに増強させることが明らか
になっており、特に好中球が急性期の Ni 溶出に関与することも明らかにされている 
(21)。好中球除去により、Ni 線埋⼊入 72 時間後の Ni 溶出量が減少したことから、Ni 線
誘発性の慢性期における炎症においても、好中球が関与することが明らかになった。さ
らに、炎症の慢性期において好中球浸潤と溶出の関与が明らかになったことで、HDC-/- 
マウスにおける MIP-2 発現増加が、⽩白⾎血球浸潤ならびに Ni 溶出に関与することを強
く⽰示唆した。このように、ヒスタミンは好中球遊⾛走の制御だけでなく、結果的に⽣生体内
に埋⼊入された Ni 線の溶出を制御する可能性が⽰示唆された。 





た Ni イオンによる炎症応答について主に解析を⾏行ったが、実際に臨床で⽤用いられる 
Ni 含有合⾦金 Ni-Ti 線を⼀一週間埋⼊入した場合においても発⾚赤を伴う炎症反応が⽣生じた。
また、⾎血中 Ni 濃度が埋⼊入 1 週間後においても増加していたことから、Ni-Ti 線から継



















は Ni により発現が増加するヒスタミンが H2 受容体を介して、好中球遊⾛走を抑制す
ることについて⽰示し、⾦金属溶出において重要な役割を果たす可能性を⽰示した。そのため、
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